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Strukturelle Charakterisierung eines
Plutonium@v)-Siderophor-Komplexes:
Kiristallstruktur von Pu-Desferrioxamin E**

Mary P. Neu,* John H. Matonic, Christy E. Ruggiero
und Brian L. Scott

Um ausreichend essentielles Eisen aufnehmen zu konnen,
produzieren die meisten Mikrorganismen sehr stark chelati-
sierende niedermolekulare Wirkstoffe, die Eisen iiber ein
aktives Transportsystem in die Zelle befordern. Ferrioxamin-
Siderophore sind lineare oder cyclische Hydroxamate, die
1-Amino-5-hydroxyaminopentan als Untereinheit enthal-
ten.lI Desferrioxamin E (DFE) und D, (DFD,) sind cyclische
Verbindungen dieser Gruppe; die lineare Verbindung Des-
ferrioxamin B (DFB)™ ist als bestes Medikament zur Be-
kdampfung von Eisen- und Aluminiumiiberdosen bei Trans-
fusionen bekannt.’! Die Desferrioxamine (DFOs) binden
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Fe' {iber einen weiten pH-Bereich (1-12), wihrend sie fiir
Fe! nur eine sehr geringe Affinitit aufweisen (DFB-Fe'™:
lg B110=730.6, DFB-Fe': 1gf,,,="72).) Die DFO-Liganden
sind sechszéhnige, harte Sauerstoffdonoren, die auch andere
harte Metallionen fest binden.

Wir haben die Komplexbildung und die Erhohung der
Loslichkeit von Plutonium durch Siderophore untersucht.
Wihrend Plutonium natiirlich nicht vorkommt, wurden seit
1941 sechs Tonnen Plutonium in die Biosphire freigesetzt.P!
Dariiber hinaus haben mehrere Einrichtungen des U.S.
Department of Energy erhebliche Pu-Kontaminationsproble-
me als Folge unbeabichtigter Freisetzungen und unzureichen-
der Methoden der Abfallbehandlung in der Vergangenheit.[’!
Plutonium tritt in Béden sehr wahrscheinlich in Form von
Plutonium(1v)-Hydroxid und -Oxid aufl? Aufgrund der
geringen Loslichkeit und der starken Sorption von nicht-
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komplexiertem Pu'Y an Mineraloberfldchen, was die Migra-
tion verhindert, sind diese Formen des Plutoniums ein
geringes Risiko hinsichtlich der Kontamination von Grund-
wasser und/oder der Bioverfiigbarkeit. Verbindungen, die die
Loslichkeit des Plutoniums erhohen, verstarken jedoch die
Migration in der Umwelt und konnten so die Bioverfiigbar-
keit fiir viele Organismen deutlich erhohen. Der Konzentra-
tionsbereich fiir Ferrioxamine in Boden betragt 0.01-
0.1 pm,®! die Stabilitdtskonstante fiir einen Pu>-DFB-Kom-
plex 1g 811, =30.8.%

Wir haben ?Pu’V-DFO-Komplexe durch Umsetzung von
Pu'l-) Pu'V-, PuY- oder Pu¥'-Ionen mit dem freien Liganden
hergestellt. In allen Fillen wurden nach einiger Zeit Pu'V-
DFO-Verbindungen erhalten. Die Hydrolyse von Pu'¥ sowie
die Bildung mehrerer Verbindungen werden auf ein Mini-
mum herabgesetzt, wenn zur Herstellung der Titelverbindung
ein Aquivalent H,DFE mit Pu in 2 M Trifluormethansulfon-
sdure umgesetzt wird. Nach Einstellen des pH-Werts auf 2 mit
einer 0.01m Al-Losung in 1M NaOH entsteht ein Pu'-DFE-
Komplex, der an Luft schnell zum Pu™-Komplex oxidiert wird.
Nach Einengen der Losung bilden sich bei 7°C innerhalb einer
Woche Kristalle. Eine Rontgenstrukturanalyse ergab, dass es
sich bei dem Produkt um [Al(H,O)¢][Pu(DFE)(H,0);],-
(CF;S05)s-14H,0 1 handelt.'”! Dies ist die erste Plutoni-
um-Siderophor-Verbindung, deren Struktur ermittelt wurde.

Die asymmetrische Einheit enthilt ein [Pu(DFE)(H,0);]*-
Ion (Abbildung 1), ein Hexaaquaaluminium(u)-Ion, vier
Trifluormethansulfonat-Ionen und sieben Wassermolekiile.

Abbildung 1. Schwingungsellipsoide des Pu-Kations in 1. Ausgewihlte
Bindungslingen [A] und -winkel [°]: Pu-O(1) 2.461(12), Pu-O(2) 2.472(11),
Pu-O(3) 2.456(12), Pu-O(11) 2.315(10), Pu-O(12) 2.361(10), Pu-O(21)
2.296(11), Pu-O(22) 2.341(11), Pu-O(31) 2.303(11), Pu-O(32) 2.386(12);
O(1)-Pu-O(2) 74.5(4), O(1)-Pu-O(11) 85.3(4), O(1)-Pu-O(12) 71.0(4).

Das neunfach koordinierte Pu-Atom wird in etwa einem
Halbraum von DFE koordiniert und von drei Wassermole-
kiilen im anderen. Die polytope Geometrie der Pu-Koordina-
tionssphire (Abbildung 2) ist ein etwas verzerrtes trigonales
Prisma, in dem drei gebundene Wassermolekiile und drei
Oximatsauerstoffatome die trigonalen Fldchen aufspannen
(diese sind um 10.1° gegeneinander gedreht) und drei
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Abbildung 2. Darstellung des dreifach tiberkappten trigonalen Koordina-
tionsprismas.

Carbonylsauerstoffatome tiber den Seitenfldchen des Prismas
liegen. Die vier Trifluormethansulfonat(Triflat)-Gruppen bil-
den mit den interstitiellen Wassermolekiilen ein Wasserstoff-
briickennetz.

Es gibt bislang nur wenige strukturell aufgeklirte Pu-
Verbindungen. Fiir die am héufigsten vorkommende Oxida-
tionsstufe, Pu'¥, wurden lediglich Komplexe mit einigen ein-
und zweizdhnigen Liganden durch Einkristall-Rontgenbeu-
gung charakterisiert. Die meisten Plutonium(iv)-Verbindun-
gen, die durch Rontgenbeugung charakterisiert wurden,
weisen die Koordinationszahlen acht, zehn oder zwdlf auf
und enthalten mehrere zweizédhnige Liganden in einer qua-
dratisch antiprismatischen, dodekaedrischen oder ikosaedri-
schen Anordnung, wie z.B. die Oxalat-, Nitrat-, Carbonat-
und Sulfonat-Komplexe.'!l Verbindung 1 ist die erste mole-
kulare Verbindung mit neunfach koordiniertem Pu'V-Ion.

Die Strukturen des freien DFE-Liganden und dessen Fe'-
Komplex wurden bereits bestimmt.'”! Die Strukturen der
Fe'- und der Pu'Y-DFE-Verbindung sind in Abbildung 3
iibereinandergelegt. Bemerkenswert ist, dass das DFE-Mole-
kiil in beiden Verbindungen den gleichen Durchmesser
aufweist, jedoch in 1 so flexibel ist, dass die Hydroxamat-

Abbildung 3. Uberlagerung der Strukturen von Eisenoxamin E (gestri-
chelte Linie) und des Pu-Komplexkations von 1 (durchgezogene Linie).
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gruppe um ca. 20° im Vergleich zur Struktur der Fe''-
Verbindung gedreht werden kann und so noch die drei
koordinierenden Wassermolekiile aufgenommen werden
konnen. Folglich betragen die Bindungswinkel zwischen den
Sauerstoffatomen, die in der Fe-Verbindung trans angeordnet
sind (ca. 180°), in der Pu-Verbindung 140.8(4)° (O(11)-Pu-
0(22)), 136.5(4)° (O(21)-Pu-0O(32)) und 135.7(4)° (O(12)-Pu-
O(31)). Aufgrund dieser Drehung und des groBeren Radius
des Pu-Atoms kann der DFE-Ligand dieses Ion nur von einer
Seite umfassen, statt es wie das Fe"-Ton vollig zu umschlie-
Ben. Das groBere PulV-Ton fithrt dariiber hinaus zu einer
Verlangerung der Metall-Hydroxamat-Bindungen von
1.938(4)-2.089(3) A in der Fe-Verbindung auf 2.303-
2.375 A, was seinerseits den Bisswinkel von 79.1° (Mittelwert)
auf 65.6° (Mittelwert) verringert. Die Struktur weist drei
unterschiedliche Pu-O-Bindungen auf: Pu-O(Wasser)-Bin-
dungen mit einem Abstand von 2.463(12) A (Mittelwert) und
Pu-O(Hydroxamat)-Bindungen mit zwei unterschiedlichen
Abstidnden, die die unterschiedlich grofe negative Ladung an
den Oximatsauerstoffatomen widerspiegeln. Im Mittel sind
die Pu-Oy-Bindungen um 0.06 A kiirzer als die Pu-Oc-
Bindungen. Diese Differenz ist geringer als jene, die fiir
andere M"™-Hydroxamat-Komplexe angegeben wurden
(0.105-0.142 A).03]

Die cis-cis-Konfiguration der Oximatsauerstoffatome des
DFE-Molekiils relativ zueinander ist identisch mit der in der
Fe-Verbindung. Eine korrekte cis- oder trans-Zuordnung des
neunfach koordinierten Pu-Atoms ist nicht moglich; eine
»Pseudo“-Zuordnung kann jedoch aus den Winkeln abge-
leitet werden. Diese Konfiguration koénnte eine Folge der
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Oximatsauer-
stoffatomen und den hydratisierten Aluminiumkationen sein.
Das Aluminiumkation liegt auf einem Inversionszentrum
zwischen zwei Pu-DFE-Komplex-Einheiten. Die Wassermo-
lekiile des hydratisierten Al'"'-Ions bilden starke Wasserstoff-
bindungen zu allen drei Oximatsauerstoffatomen der DFE-
Hydroxamatgruppen (O(21)-O(70) 2.63(5), O(11)-O(72)
2.62(5), O(31)-0(71) 2.61(4) A).

DFO hat die aulergewohnliche Fihigkeit, ein wesentlich
groBeres und strukturell andersartiges Metallkation als Eisen
zu binden. Die einzigartigen Eigenschaften dieses Liganden,
im Besonderen die lipophilen Pentangruppen und die hydro-
philen polaren Carbonyl- und Hydroxamatgruppen, scheinen
dem Metallkomplex eine spezifische Molekiilstruktur zu
diktieren. Anders als im freien Liganden liegen im Pu'-
DFE- und im Fe™-DFE-Komplex alle drei polaren Peptid-
carbonylgruppen auf der gleichen Seite des Molekiils. Diese
Konfiguration kénnte wichtig fiir einen Mechanismus sein,
nach dem Mikroorganismen Metallkomplexe erkennen und
in die Zelle transportieren konnen. Erste Untersuchungen der
wissrigen Pu'V-Spezies in Gegenwart von DFB und DFE
ergaben, dass @hnliche Produkte in Abhéngigkeit vom pH-
Wert gebildet werden: ein Komplex bei niedrigerem pH-Wert
(<4) und ein weiterer bei hoheren pH-Werten (4-10).
Untersuchungen zur Loslichkeit von 1 und anderer Pu!™-
DFO-Komplexe und zur Aufnahme von Plutonium durch
Bakterien in Gegenwart von DFB sind im Gange.

Eingegangen am 3. November 1999 [Z14219]
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Synthese des N-terminalen N-myristoylierten
und S-palmitoylierten Undetrigintapeptids der
endothelialen NO-Synthase**

Rainer Machauer und Herbert Waldmann*

Die Freisetzung von NO aus Arginin durch die endotheliale
NO-Synthase (eNOS) als Antwort auf exogene Signale gehort
zu den entscheidenden Schritten bei der Regulierung des
Blutdrucks." 2 Dariiber hinaus ist die eNOS in die Angio-
genesell involviert und trdgt zur Pathogenese von Krank-
heiten bei, an denen die Blutgefif3e beteiligt sind, wie z.B. die
Arteriosklerose.* *l Damit die eNOS ihre biologischen Funk-
tionen korrekt erfiillen kann, muss sie in der Plasmamembran
lokalisiert sein und in dieser in Caveolae, Membranmikro-
dominen, in denen zahlreiche signaltransduzierende Proteine
konzentriert sind, angereichert werden.[]

Im Unterschied zu den anderen bisher identifizierten
Isoformen der NO-Synthase ist der N-Terminus der eNOS
N-myristoyliert und zweifach S-palmitoyliert (siche Abbil-
dung 1 und 1in Schema 1).? Die Lipidgruppen werden fiir die
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Abbildung 1. Membranverankerung und enzymatische Aktivitit der en-
dothelialen NO-Synthase.

Lokalisierung in der Plasmamembran und die biologische
Aktivitit benotigt.l> 8] Die genauen biologischen Rollen des
lipidierten Proteinsegments sind allerdings Gegenstand zahl-
reicher Hypothesen. Insbesondere wurde vorgeschlagen, dass
die Lipidgruppen fiir die selektive Adressierung der eNOS an
die Plasmamembran und hier in die Caveolae verantwortlich
sein konnten, z.B. durch Vermittlung von Protein/Protein-
oder Protein/Lipid-Wechselwirkungen, und dass Palmitoylie-
rung und Depalmitoylierung in die Signalvermittlung iiber die
eNOS involviert sein konnten.!

Lipidierte Peptide, die die charakteristischen Partialstruk-
turen der zugehorigen lipidierten Proteine enthalten, haben
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